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  كلاله زعفران  ESTهاي نفورماتيكي تواليتجزيه و تحليل بيوا
)Crocus sativus L. (گيري كاركردي ژنوم و شبكه به منظور تعيين جهت

 ژني
  3 و اسماعيل ابراهيمي*2، روح اله شاملو دشت پاگردي1معصومه علي اكبري

 19/02/92: تاريخ دريافت

  20/04/92 :تاريخ پذيرش
  چكيده
هاي ، امكان شناسايي، بررسي بيان و مطالعه رونوشتESTهاي يه و تحليل تواليهاي ژنوميكس كاركردي نظير تجزروش

در اين پژوهش به منظور شناسايي جهت گيري كاركردي ژنوم . اندهاي تنظيمي و متابوليكي را فرآهم آوردهژني درگير در شبكه
ي كلاله بالغ زعفران مورد بررسي و تابخانه مربوط به كEST  توالي6202و تعيين شبكه ژني درگير در تكامل كلاله زعفران، 

  unigene 910ها، دسته بندي و هم گذاري آنها انجام شد كه منتج به ايجاد پس از پيرايش اوليه توالي. تحليل قرار گرفتند
 مشخص در بين hit داراي unigene 570جستجوي بلاست ايكس نشان داد كه . گرديد)  سينگلتون304 كانتيگ و 604(

 Gene enrichmentبندي و گروه.  مشخصي شناسايي نشدhitها هاي آرابيدوپسيس بودند و براي ساير تواليتئينپرو
analysisشبكه . دار گرديدمعني% 1 گروه در سطح آماري 12 گروه كاركردي مختلف قرار داد كه حضور 31ها آنها را در  توالي

، نشان داد كه ارتباطات ژني پيچيده اي در كلاله بالغ زعفران وجود ) رونوشت20بيش از (ژني مربوط به توالي هاي با حضور بالا 
 Zinc و MYB21دهي جاسمونيك اسيد و عوامل رونويسي مربوط به آن همچون نتايج مشخص نمود كه مسير علامت. دارد

fingerم متابوليسم اوليه و ثانويه دهند و نقش كليدي اي در تنظي ها سهم بزرگي از شبكه تنظيمي را به خود اختصاص مي
هاي شناسايي شده در ژن. ، بر عهده دارند)به عنوان مهم ترين متابوليت هاي زعفران(كلاله و به خصوص متابوليسم كارتنوئيدها 

  .ورزي تكامل و متابوليسم كلاله زعفران باشنداين پژوهش مي توانند نامزدهاي مناسبي براي دست
  
  .كاركردي، كارتنوئيد، متابوليت ثانويهژنوميكس : هاي كليديواژه
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  41    كلاله زعفران ESTهاي تجزيه و تحليل بيوانفورماتيكي توالي
 

  مقدمه
بهاترين ادويه جهان با ارزش ترين و گران، Iridacea از خانواده ٢طلاي سرخيا ) .Crocus sativus L (١زعفران

شـوند  منظور توليد ادويـه زعفـران جمـع آوري و خـشك مـي             هاي زعفران داراي سه كلاله هستند كه به       گل. باشدمي
)Ahrazem et al., 2010.(هـاي مختلـف بـه   باشند كه به شكلترين بخش اقتصادي گياه ميها مهم در واقع كلاله-

عنوان مـاده   عنوان چاشني و رنگ دهنده در تهيه غذا، در صنايع داروسازي، توليد محصولات آرايشي و مواد معطر و به                  
هاي اخير نيز اثرات ضـد سـرطاني و    در سال ).Srivastava et al., 2010(رنگ دهنده در صنايع نساجي كاربرد دارد 

شمار ديگري از خصوصيات آنتي اكسيدانتي زعفران به شكل وسيعي مورد بررسي و مطالعه قرار گرفته است و به ايـن                     
  ).Srivastava et al., 2010(گياه ارزش ويژه ي ديگري بخشيده است 

 ارهـاي موجـود چنـد صـد هـزار خـانوار، بـه ويـژه در                براسـاس آم  . ايران در زمينه توليد زعفران مقـام اول را دارد         
خراسـان   هـاي   در استان  كاشمر و بيرجند ،سرايان ،س، ارسك فردو ،بجستان ،گناباد ،تربت حيدريه  ،قائن هاي  شهرستان

 ,Ajam(گذراننـد   ل روزگار مـي از  اين محصو فارس  تاندر اس شهرستان استهبانو  شهرستان اقليد و رضوي و جنوبي

2007.(  

هـاي  گونه كه بايد و شايد در تحقيقات و طرح        هاي ذكر شده براي اين گياه ارزشمند، متاسفانه آن        علي رغم اهميت  
كشوري همچون اسپانيا كه وارد كننـده اصـلي زعفـران ايـران             . به آن توجه لازم نشده است     پژوهشي راهبردي كشور    

هاي نوين مولكولي، بيوتكنولوژي و بيوانفورماتيكي پيرامـون زعفـران از سـاير كـشورها پيـشي                 است در زمينه پژوهش   
  .گرفته است

، ٥،پروتئـوم ٤وش در ترانـسكريپتوم هاي جديدي هستند كه براي كـا   طلايه دار روش   ٣هاي اميكس آوريامروزه فن 
ها با روشن نمـودن نحـوه فعاليـت ژنـوم در يـك      اين فن آوري. روندكار مي و ديگر سطوح كاركردي ژنوم به  ٦متابولوم

هاي كد كننده و غير كد كننده ژنـوم و          ها، شناسايي نقش بخش   شرايط تكاملي يا محيطي خاص، تعيين روابط بين ژن        
تنظيم فرآيندهاي تكاملي و پاسخ به عـواملي درونـي و بيرونـي گيـاه، عـلاوه بـر ايجـاد                     مشخص نمودن نقاط كليدي     

ورزي ژنتيكي و مهندسي گياهان در جهت بهبود صفات         تصويري جامع و روشن از نحوه فعاليت ژنوم، راه را براي دست           
  . )Urano et al., 2010; Fleury et al., 2010(تر مي نمايند مورد نظر هموارتر و روشن

، تـوالي يـابي     ٩، تكنولوژي ريزآرايه  EST٨هاي    نظير توليد و تجزيه تحليل توالي       ٧هاي ژنوميكس كاركردي  روش

                                                 
1- Saffron 
2- Red gold 
3- Omics 
4- Transcriptome 
5- Proteome 
6- Metaolome 
7- Functional genomics 
8- Expressed Sequenced Tags 
9- Microarray 
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RNAيا   ١ RNA-seq       هـاي تنظيمـي و     هـاي ژنـي درگيـر در شـبكه         امكان شناسايي، بررسي بيان و مطالعه رونوشت
  ).Cushman & Bohnert., 2000; Ali et al., 2011(اند متابوليكي را فرآهم آورده

EST  هاي كوتاه ها تواليcDNA)  وسيله توالي يابي دقيـق انتهـاي   بههستند كه )  جفت باز500با ميانگين طول
تـر  اما از كاربردهـاي پيچيـده  . ها كشف ژن استESTي كاربرد اوليه. شوندايجاد ميcDNA  ٢هاي همسانه3´ يا 5´

هـاي ويـرايش    هاي مورد بررسـي، كـشف گونـاگوني       ظت شده بين گونه   هاي ژني حفا  توان به شناسايي خانواده   آنها مي 
  اشاره كرد٤ها، بررسي بيان ژن و تفسير ژنوم و انطباق ويرايش٣رونوشت ژن و تعيين ساختار ژن از طريق صف بندي

)Dong., 2005.(  ،همچنين در مواردي كه توالي ژنومي يك موجود به شكل كامل مشخص نشده است، نظير زعفران
 ,.Xoconostle-Cazares et al(مانند تنها رابط معتبر و جامع ژنوم باقي مي) هايشانESTو  ( cDNAهاي تابخانهك

، NCBI٥هاي داده مختلف همچون توان از پايگاهها و جزئيات مربوط به هر كدام را مي   هاي خام كتابخانه   داده ).2010
TGI٦ ،PlandGDBها و نرم ابع غني اطلاعات در كنار در دسترس بودن سرويسوجود اين من .دست آورد و غيره به٧

 ,.Ogata & Suzuki(افزارهاي مختلف بيوانفورماتيك راه را براي مطالعه و بررسي تغييرات ژنومي هموار نموده است 

2011.(  

كلالـه  مربوط بـه     ESTهاي مولكولي تكامل كلاله زعفران، يك كتابخانه        منظور شناسايي جنبه  در اين پژوهش به   
گـذاري شـدند و پـس از        هـا دسـته بنـدي و نـام        تـوالي . مورد تجزيه و تحليل بيوانفورماتيكي قرار گرفـت       بالغ زعفران   

هاي با بيان بالا شناسايي و بررسي شـدند و          همچنين رونوشت . هاي كاركردي ژنوم تعيين شد    جستجوي بلاست، گروه  
  .شبكه ژني مربوط به آنها مشخص گرديد

  هامواد و روش
 NCBI  كلالــــه بــــالغ زعفــــران از پايگــــاه داده   مربــــوط بــــه كتابخانــــه   EST تــــوالي6202

)/gov.nih.nlm.ncbi.www://http(  هاي وكتوري و بررسـي طـول و        منظور شناسايي آلودگي  ها به توالي.  دريافت شد
-http://egassembler.hgc.jp( EGassembler)  Masoudi(يـك   شـان بـا اسـتفاده از سـرويس بيوانفورمات         كيفيت

Nejad et al., 2006 (هـاي  هـاي تكـرار شـونده، تـوالي    هاي مربوط به وكتور، تـوالي توالي. مورد ارزيابي قرار گرفتند
 جفت بـاز  100هاي با طول كوتاه تر از       هاي ارزيابي شده، توالي   كلروپلاستي و ميتوكندريايي حذف شدند و از بين توالي        

هاي با كيفيت باقي مانده با استفاده از همـان سـرويس بيوانفورماتيـك و بـا در نظـر                  در ادامه توالي  . كنار گذاشته شدند  
هـا  Unigeneسپس جستجوي بلاسـت ايكـس بـراي تمـام           .  شدند ٩ و هم گذاري   ٨همانندي دسته بندي  % 80گرفتن  

                                                 
1- RNA-sequencing 
2- Clone 
3- Alignment 
4- Genome annotation 
5- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
6- http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/ 
7- http://www.plantgdb.org/ 
8- Clustering 
9- Assembling 
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منفـرد كـه وارد     هاي   ESTتوالي   (٢هاتونو سينگل )  ادغام شده  ESTتوالي هايي با دو يا تعداد بيشتري         (١هاكانتيگ(
 در مقابـل بانـك تـوالي پروتئينـي گيـاه            10-5 برابـر بـا      E-value بـا در نظـر گـرفتن حـداكثر           )هيچ كانتيگي نـشدند   

همچنـين تمـام   .   انجام گرديـد genomics workbench 3.6 Clcbio و با نرم افزار Localآرابيدوپسيس به صورت 
-E با همان نزم افـزار و      nrهاي با بيان بالاتر مجدداً به صورت جداگانه در مقابل پايگاه            عنوان نماينده ژن  ها به يگكانت

valueهـا از سـرويس   بنـدي كـاركردي ژن  بـراي دسـته  .  بلاست ايكس شدندClassify gene   مربـوط بـه موسـسه  
 (http://mapman.mpimp-golm.mpg.de/general/ora/ora.shtml)فيزيولوژي گياهي مولكولي ماكس پلانـك       

)Usadel et al., 2006 (بلاست كـه داراي كمتـرين   دست آمده از مرحلههاي بههاي مربوط به تمام پروتئينو كد E-

valueهمچنـين،  . عنوان ورودي سيستم استفاده گرديد بودند بهGene enrichment analysis     بـراي تمـام كـدهاي
دار، بـا   منظور شناسايي گروه هاي كاركردي داراي حضور افزوده يـا كـاهش يافتـه معنـي               و به پروتئيني مرحله بلاست    

پس از آناليزهـاي  . انجام شد% 1 و با مرجع قرار دادن ژنوم آرابيدوپسيس در سطح Classify geneاستفاده از سرويس 
 هـاي كـاركردي و آنـاليز آمـاري،         گـروه هاي كانتيگ و سينگلتون و نهايتاً تعيـين         گذاري، بلاست توالي  اوليه شامل هم  

. هاي با بيان بيشتر در كلالـه هـستند، تعيـين گرديـد            اي از ژن  هاي با حضور بالا كه نماينده     شبكه ژني مربوط به توالي    
هـا  براي شناسايي اين كانتيـگ  . ها انتخاب شد   از بين ساير كانتيگ    EST توالي   20هاي با بيش از     بدين منظور كانتيگ  

 مشخـصي در بـين      hitهاي با بيان بـالا كـه        كدهاي پروتئيني توالي  .  استفاده گرديد   Python نوشته شده در     از برنامه 
ــروتئين ــه  پـ ــتند، بـ ــسيس داشـ ــاي آرابيدوپـ ــبكه هـ ــين شـ ــور تعيـ ــه منظـ ــي بـ ــرويس   ژنـ ــوان ورودي سـ عنـ

)/org.genemania.www://http ( GeneMANIA ار گرفته شدندكبه .  

  نتايج و بحث
  EST هايآناليز توالي

 تـوالي  143 توالي با كيفيت و عاري از هرگونه آلودگي باقي مانـد و           EST  ،6059 توالي   6202 پس از ارزيابي اوليه   
 جفت بـاز    2375128ها  در مجموع، اين توالي   .  جفت باز بود   392هاي باقي مانده    ميانگين طول توالي  . كنار گذاشته شد  

 درصـد از كـل ژنـوم تخمـين زده شـده بـراي       008/0اين مقدار، چيزي در حدود . از ژنوم زعفران را پوشش داده بودند   
با توجه به ژنوم بسيار بزرگ زعفـران و  . گيردرا در بر مي) Fiore et al. 2010( ميليون جفت باز 30000زعفران يعني 

گـذاري  بنـدي و هـم  صـف  .، اين مقدار كاملاً مناسـب اسـت  باشندها فقط نماينده بخش كد شده ژنوم ميESTكه اين
 EST تـوالي    5753 جفت باز شـد كـه در بـر گيرنـده             507 توالي كانتيگ با ميانگين طول       604ها منتج به ايجاد     توالي
  ).1جدول (صورت سينگلتون باقي ماند  نيز بهEST توالي 306. بودند

 340هـاي پروتئينـي آرابيدوپـسيس بودنـد و بـراي            توالي مشخصي در بين     hit داراي   Unigene 570در مجموع   
Unigene  نيز hitها در مقابل پايگاه بلاست كانتيگ.  مشخصي شناسايي نشدnr  تـوالي داراي  418 هم نشان داد كـه 

hit توالي بدون 186 مشخص و hitباشد مشخص مي.  

                                                 
1- Cotings 
2- Singletons 
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 فران كلاله زعSETهاي گذاري تواليبندي و هم نتايج پالايش، صف-1جدول 
Table 1- Results of Saffron ESTs cleaning, alignment and assembling   

تعداد كل 
-توالي

 ESTهاي
(Total 

number of 
EST 

sequences) 

-تعداد توالي
هاي با 

كيفيت بالا 
(Number 
of high 
quality 
ESTs) 

ميانگين طول 
هاي با توالي

كيفيت بالا 
) جفت باز(

(Average 
length of 

high 
quality 

sequences) 
(bp)( 

تعداد 
كانتيگ 

(Number 
of 

contigs) 

ميانگين 
-طول توالي

هاي كانتيگ 
) جفت باز(

(Average 
length of 
contjgs) 

(bp)( 

تعداد 
سينگلتون 
(Number 

of 
singletons) 

تعداد كل 
Unigenes 
(Number 

of 
unigenes) 

طول كل 
پوشش داده 
شده از ژنوم 

) جفت باز(
(Genome 
coverage) 

(bp)( 

6202 6059 392 604 507 306 910 2375128 

 .  آورده شده است2 در جدول nrهاي آرابيدوپسيس و پايگاه ها در برابر پروتئينUnigeneنتايج بلاست ايكس 
  

  nrهاي آرابيدوپسيس و پايگاه هاي كانتيگ و سينگلتون در مقابل توالي نتايج بلاست ايكس توالي-2جدول 
Table 2- Results of Contigs and Singletons blastx against Arabidopsis and nr databases  

هاي بلاست در مقابل پروتئين
 BlastX versus(آرابيدوپسيس 

Arabidopsis proteins( 

 nr) Blastnهايبلاست در مقابل پروتئين
versus nr( 

  
 

Unigene 

 hitداراي 
)With hit( 

 hitبدون 
)Without hit( 

 hitداراي 
)With hit( 

 hit (Withoutبدون 
hit) 

سينگلتون 
)Singletons( 

169 137 - - 

كانتيگ 
)Contigs( 

401 203 418 186 

 - - 340 570 كل

  

  Gene enrichment analysisهاي كاركردي و تعيين گروه
كـاركردي مختلـف قـرار گرفتنـد         گـروه    31هاي آرابيدوپسيس در     در بين پروتئين   hitهاي داراي   Unigeneتمام  

) براي گروه كاركردي تخمير(هاي اختصاص يافته به هر گروه كاركردي از يك توالي Unigeneدامنه تعداد ). 1شكل  (
  .متغيير بود) براي گروه كاركردي نامعيين( توالي 102تا 

 گـروه  31د كـه از   كه بر مبناي آزمـون كـاي اسـكور انجـام شـد نـشان دا      Gene enrichment analysisنتايج 
، ATP، سـنتز    TCAهـاي گلايكـوليز، گلوكونئـوژنز، چرخـه          گروه كاركردي يعني گـروه     12كاركردي شناسايي شده،    
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 و  DNA اكـسايش،    -، متابوليسم آمينواسيدها، متابوليسم ثانويه، پاسخ به تنش، كاهش        Nمتابوليسم ليپيدها، متابوليسم    
-P(داري هــاي كــاركردي حــضور افزايــشي يــا كــاهش معنــيروه، نــسبت بــه ســاير گــ)Not-assigned(نــا معيــين 

value≤0.01 (اند داشته) 3جدول.(  

هـاي كـاركردي     و نا معيين، ساير گروه     DNA مشخص است، به جز دو گروه كاركردي         3طور كه در جدول     همان
-ترتيب مربـوط بـه گـروه   به )  توالي براي هر گروه10بالاي (بيشترين سهم افزايشي . نسبت حضور افزايشي داشته اند 

، 20، 32 بـا  ATPهاي كاركردي پاسخ به تنش، متابوليسم ثانويه، متابوليسم ليپيدها، متابوليسم آمينو اسـيدها و سـنتز              
  .  اختصاص داشتUnigene 3 با Nكمترين سهم هم به گروه كاركردي متابوليسم .  بودUnigene 13 و 15، 17

همچنين، داراي تعداد زيادي تركيبات فعال غير فرار        . و آروماتيك مي باشد    تركيب فرار    150زعفران حاوي بالغ بر     
 carotene –α و انواع مختلفي از      Zeaxanthin  ،Lycopeneباشد كه بسياري از آنها از دسته كارتنوئيدها همچون          مي
صه زعفران نيز اجزاء مشخ). Gomez-Gomez et al., 2010; Srivastava et al., 2010(باشد  ميcarotene – βو 

مـسئول   (Safranalو  ) مسئول توليـد طعـم زعفـران       (Picrocrocin،  )مسئول توليد رنگ زعفران    (Crocinعبارتند از   
  ).  Gomez-Gomez et al, 2010(گيرند ، كه در دسته كارتنوئيدها و كربوهيدرات قرار مي)توليد بو و عطر زعفران

هاي پاسخ به تنش    بالغ زعفران بيشترين سهم از فعاليت ژنوم به ژن        دهد كه در كلاله     نتايج اين پژوهش نشان مي    
. هـا اختـصاص دارد    هاي درگير در متابوليسم به خصوص متابوليسم ثانويه، ليپيدها، آمينو اسـيدها و كربوهيـدرات              و ژن 
بات فرار و غير فرار     گيري براي توليد تركي   رفت، يعني جهت  گيري ژنوم كلاله بالغ زعفران كاملا با آنچه انتظار مي         جهت

  .زعفران، مطابقت داشت

  هاي با بيان بالا و شبكه ژني مربوط به آنهاژن
. هاي داراي بيان بالا در كلاله زعفران در نظر گرفتـه شـدند  عنوان ژن  به EST و تعداد بيشتري     20هاي با   كانتيگ

  ). 2شكل (گرفتند  مي را در برEST توالي 545 تا 20 ژن شناسايي گرديد كه از 49بر اين اساس، 

 35 ژن از ايـن  33نتايج تعيين شبكه ژني نشان داد كه .  مشخصي بودندhitهاي با بيان بالا داراي    توالي از ژن   35
 4ها به همراه ساير اطلاعات مربوط بـه آنهـا در جـدول    فهرست اين ژن). 3شكل (گيرند ژن درون شبكه ژني قرار مي 

 گروه كـاركردي مختلـف قـرار گرفتنـد كـه      12 آورده شده است، ژن ها در        4 جدول   طور كه در  همان. آورده شده است  
  .هاي كاركردي بيش از يك ژن را به خود اختصاص دادندبرخي از گروه

البته پـر  . هاي با بيان بالا وجود داردباشد كه شبكه ژني پيچيده اي بين ژن، كاملاً مشخص مي   3با توجه به شكل     
گيـرد امـا بـه دليـل        هاي كاركردي ژنوم كلاله زعفـران را در برمـي         تنها بخشي از پيچيدگي   واضح است كه اين شبكه      

هاي با  بندي كاركردي ژن  گروه. باشدهايي كه بيان بسيار بالايي داشته اند، اين بخش بسيار حائز اهميت مي            حضور ژن 
هـاي  ها وجود دارد چراكه بيـشتر ژن ن ژنهاي كاركردي و بيابيان بالا نشان داد كه ارتباط مستقيمي بين فعاليت گروه      

 و  3جـدول   (داري در كلاله زعفران فعال بوده انـد         اي قرار گرفتند كه خود به شكل معني       هاي كاركردي شبكه در گروه  
4.(  
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  هاي كلاله بالغ زعفرانunigene  براي تمام Gene enrichment analysis نتايج مرحله -3جدول 
Table 3- Results of gene enrichment analysis of mature Saffron stigma Unigenes  

 P-value نسبت حضور Unigeneتعداد  گروه كاركردي
 0.00011 6.41 7 گلايكوليز

 0.000032 20.56 4 گلوكونئوژنز
TCA 6 5.01 0.0013 
 ATP 13 5.53 0.000078سنتز 

 0.0002 2.74 17 متابوليسم ليپيدها
 N 3 7.71 0.0067متابوليسم 

 0.00009 3.9 15 متابوليسم آمينواسيدها
 0.000012 3.6 20 متابوليسم ثانويه
 0.0013 1.81 32 پاسخ به تنش

 0.0012 3.22 10  اكسايش-كاهش
DNA 7 0.15 1.56×10-6 

 13-10×1.29 0.59 102 نا معيين

 

  
   هر كانتيگ تشكيل دهندهESTهاي ها بر اساس تعداد توالي توزيع كانتيگ-2شكل 

Fig. 2- Distribution of the Contigs by the number of EST comprising each Contig 
  

هايي وجود داشتند كه بسيار مهم و كليـدي بودنـد و خـود بـه عنـوان يـك نقطـه            هاي با بيان بالا، ژن    در بين ژن  
 از گــروه متابوليــسم Sucrose synthase 1(SUS1)ژن . كــاركردي يــا تنظيمــي مهــم در شــبكه فعاليــت داشــتند
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 بـه فروكتـوز و   UDP1پـذير تبـديل سـاكاروز و    كربوهيدرات هاي اصلي، كدكننده آنزيمي است كه در واكنش برگشت         
UDP -    اين آنزيم نقش بسيار مهمي در متابوليسم انرژي با قرار دادن سـاكاروز در مـسيرهاي                .  گلوكز شركت مي كند

. (Kladnik et al., 2004)يـك، سـاختاري و ذخيـره اي سـلول بـر عهـده دارد       متعدد و مرتبط با كاركردهـاي متابول 
 گلـوكز   -UDPكه  گيرند چنان محصولات واكنش اين آنزيم متعاقباً در ساير مسيرهاي متابوليك مورد استفاده قرار مي            

 ;Carlson et al., 2002)شـود  كار گرفته مي گالاكتوز، نشاسته، سلولوز و كالوز به-UDPماده در سنتز عنوان پيشبه

Kladnik et al., 2004) .باشـد و  هـاي مختلـف متفـاوت مـي    ها و سلولگزارش شده است كه بيان اين ژن در بافت
هاي مهـم بـا    از ديگر ژنMYB21 ژن .(Kladnik et al., 2004)نمايد پروموتور اين ژن كاملاً اختصاصي عمل مي

ايـن عامـل    . باشـد  مـي  MYBهاي   پروتئين R2R3 خانواده   19 زير گروه    اين ژن يك عامل رونويسي از     . بيان بالا بود  
در تكامل  ) JA(باشد كه در پايين دست مسير علامت دهي جاسمونيك اسيد           رونويسي يك پروتئين گل اختصاصي مي     

 ).Chen et al, 2009(هاي گل نقش بسيار كليدي دارد اندام

 zinc finger AN1 domain-containing يعنـي JAثير به شكل جالبي يكي ديگر از عوامل رونويسي تحت تـأ 

stress-associated protein 12  يا PMZ نيز در اين پژوهش داراي بيان بالايي بود .  

هـاي گـل   باشد كه گفته شده در تكامل انـدام  ميZinc fingerاين ژن كدكننده يكي از عوامل رونويسي خانواده 
ارتبـاط  ) 3شـكل  (نكته جالب ديگر اين بود كـه در شـبكه ژنـي    ). Mandaokar et al., 2006(نظير پرچم نقش دارد 

رسد كه عوامل رونويسي مـسير علامـت دهـي          اين گونه به نظر مي    .  وجود داشت  SUS1مستقيمي بين اين ژن و ژن       
JA                    از   در زعفران، علاوه بر نقش در تكامل اندام هاي گل همچون كلاله، مسير متابوليسمي مهم كربوهيـدرات هـا را 

  . تحت كنترل دارندSUS1طريق تنظيم بيان 

بالا بـودن  .  ها نيز حضور داشتندHSPهاي پاسخ به تنش گرمايي يا هاي با بيان بالا تعدادي از پروتئيندر بين ژن  
هـاي  هاي پاسخ بـه تـنش در تكامـل انـدام    ها دركلاله چندان دور از انتظار نبود زيرا بسياري از ژنفعاليت اين پروتئين 

هـا در كلالـه   اما نكته حائز اهميت در مورد بالا بودن بيان ايـن ژن ). Reeves et al, 2012(ياهي نقش فعالي دارند گ
هـا كـه    رسد كه شايد بيان اين گروه از ژن       در واقع به نظر مي    . باشد مي PMZ و   SUS1هاي  زعفران، ارتباط آنها با ژن    

  . اسيد باشدJA مسير علامت دهي كنند، تحت كنترلنقش چاپرون را در سلول بازي مي

باشد، يك ژن داراي بيان بـالايي   در گروه كاركردي متابوليسم ثانويه، كه در زعفران از اهميت بالايي برخوردار مي            
ي يك آنزيم  بود كه كدكنندهhydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate synthase (GCPE)-4اين ژن . بود

تـرين  عنـوان مهـم  كـه كارتنوئيـدها، بـه   جـايي از آن). Hunter, 2007(باشد ها ميپرنوئيدكليدي در مسير بيوسنتز ايزو
، نحـوه فعاليـت و تنظـيم    )Rubio et al., 2009(باشـند  اي از ايزپرنوئيدها مـي تركيبات كلاله زعفران، خود زير شاخه

هـاي بيـشتر در جهـت       انديدي براي بررسي  تواند ك اين ژن مي  . كنداي پيدا مي  مسير بيوسنتز ايزوپرنوئيدها اهميت ويژه    
  .شناسايي نقش آن در بيوسنتز كارتنوئيدهاي زعفران باشد

                                                 
1- Uridine Diphosphate 
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دايره هاي سياه كدهاي ژني داده شده به سرويس و :  شبكه ژني ژن هاي با بيان بالا در كلاله بالغ زعفران-3شكل 

  .دايره هاي خاكستري ژن هاي افزوده شده به شبكه توسط سرويس مي باشد
Fig. 3- Gene network of high represented genes of mature Saffron stigma. Black circles: gene codes 

applied in service. Gray circles: complementary genes added from service.  
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ركردي مربوط به هر كد ژني در آرابيدوپسيس، شرح ژن و گروه كا): EST توالي ≤ 20(  ژن هاي با بيان -4جدول 
  .ژن آورده شده است

Table 4- High represented genes (EST sequences ≥ 20): Arabidopsis gene id, description and 
functional group of each gene is represented. 

Gene ID Description Functional group 

AT2G41475  Embryo-specific protein 3, (ATS3)  Development 

AT3G27810 transcription factor MYB21 (ATMYB3) RNA 

AT5G04370 S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase-like 
protein (NAMT1) 

Hormone metabolism 

AT1G34780 protein alfin-like 4 (ATAPRL4) Redox 

AT2G38110 glycerol-3-phosphate acyltransferase 6 (ATGPAT6) Lipid metabolism 

AT5G48485 bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S 
albumin-like protein (DIR1)  

Misc 

AT1G22370 UDP-glucosyl transferase 85A5 (AtUGT85A5) Misc 

AT5G60600 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate synthase (GCPE) Secondary metabolism 

AT4G05320 polyubiquitin 10 (UBQ10) Protein 

AT3G02070  cysteine proteinase-like protein  Protein 

AT1G66240 homolog of anti-oxidant 1 (ATATX1)  Metal handling 

AT3G26330 cytochrome P450 71B37 (CYP71B37) Misc 

AT1G64660 methionine gamma-lyase (ATMGL) Amino acid metabolism 

AT3G28210 zinc finger AN1 domain-containing stress-associated protein 
12 (PMZ) 

RNA 

AT5G59320 non-specific lipid-transfer protein 3 (LTP3)  Lipid metabolism 

AT3G13750 beta galactosidase 1 (BGAL1) Miscellaneous 

AT5G51040  uncharacterized protein  Not assigned 

  
توان گفت در كلاله بالغ زعفران، فعاليت ژنوم به سمت افـزايش  در يك نتيجه گيري كلي از بررسي انجام شده مي         

 پاسـخ بـه   سازي مسيرهاي علامـت دهـي و     ها، ليپيدها و آمينو اسيدها و فعال      متابوليسم ثانويه، متابوليسم كربوهيدرات   
  .كندپوشان مي باشند، گرايش پيدا ميتحريكات كه با مسيرهاي تكاملي هم
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كد ژني در آرابيدوپسيس، شرح ژن و گروه كاركردي مربوط ): EST توالي ≤ 20( ژن هاي با بيان -)ادامه (-4جدول 
  .به هر ژن آورده شده است

Table 4- High represented genes (EST sequences ≥ 20): Arabidopsis gene id, description and 
functional group of each gene is represented  

Gene ID Description Functional group 

AT3G09390 metallothionein 2A (ATMT-K) Metal handling 

AT3G51030 thioredoxin H1 (ATTRX1) Redox 

AT3G48140  B12D protein  Development 

AT5G03630 monodehydroascorbate reductase (NADH) 
(ATMDAR2) 

Redox 

AT5G20830 sucrose synthase 1 (SUS1) Major CHO metabolism 

AT5G37670  heat shock protein 15.7  Stress 

AT4G24690  ubiquitin-associated (UBA) zinc-finger and PB1 
domain-containing protein  

Protein 

AT1G73480  alpha/beta-hydrolase domain-containing protein  Not assigned 

AT1G31812 acyl-CoA-binding protein 6 (ACBP6) Lipid metabolism 

AT1G48160  signal recognition particle subunit SRP19  Protein 

AT1G69620 60S ribosomal protein L34-2 (RPL34) Protein 

AT5G59720 heat shock protein 18.2 (HSP18.2) Stress 

AT5G12020 heat shock protein 17.6-II (HSP17.6II) Stress 

AT5G53560 cytochrome b5 isoform 1 (CB5-E) Misc 

AT5G54500 flavodoxin-like quinone reductase 1 (FQR1) Lipid metabolism 

AT4G30210 NADPH-ferrihemoprotein reductase (ATR2) Misc 
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Abstract 

Functional genomics methods such as Expressed Sequenced Tag (EST) analysis have 
provided possibilities for identification, expression analysis and study of transcripts involved in 
metabolic and regulatory networks. In order to identify of genome orientation and to determine 
gene networks involved in the evolution of saffron stigma, 6202 EST sequences from mature 
saffron stigma were analyzed. After initial trimming, sequences clustering and assembling 
resulted in 910 unigenes (604 Contigs and 304 Singleton). BLAST X revealed that 570 unigene 
had significant hit among the Arabidopsis protein database, whereas the remaining unigenes 
displayed no significant match with the any hit. Classifying and gene enrichment analysis of 
unigenes, put them into 31 distinct functional groups, where 12 groups of them were 
statistically significant at α=0.01. Gene network of high represented Contigs (which had 
greater than 20 transcripts), showed that there is a complex gene interaction in mature saffron 
stigmas. Results revealed that jasmonic acid signalling pathway and its transcription factors 
such as MYB21 and Zinc fingers play a key role in regulating of stigma primary and secondary 
metabolism, especially in metabolism of carotenoids (as the most important saffron 
metabolites). The genes identified in this study could be good candidates for manipulating the 
evolution and metabolism of saffron stigma. 

 
Keywords: Functional genomics, Secondary metabolite, Carotenoid 

 

                                                 
1, 2 and 3- Graduated MS of plant breeding, PhD student of plant breeding and Assistant professor of 
molecular genetics and genetic engineering, Faculty Agriculture, Shiraz University, Iran, respectively. 
(*- Corresponding author Email: shamloo.r@gmail.com) 

www.sid.ir

